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Es wird über methodische Untersuchungen zur radioimmunchemischen TSH-Bestimmung in verschiedenen Systemen und mit mehreren
Hormon- und Antikörperpräparationen berichtet. Es gelang nicht, mit Hilfe eines heterologen B-TSH-Systems (hochgereinigtes B-TSH
und B-TSH-Antiseren eigener Herstellung) thyreotropes Hormon (Plasma; Human Thyrotropin Research Standard A) nachzuweisen. Da-
gegen konnte H-TSH (nicht jedoch B-TSH) mit homologen Systemen (NIH; Firma Calbiochem) unter Verwendung verschiedener
H-TSH-Präparationen (Hypothyreoten-Plasma; TSH-Präparationen: NIH, Firma Calbiochem; Human Thyrotropin Research Standard
A) dosisabhängig bestimmt werden: Empfindlichkeit 1,5—2 / /Plasma; Genauigkeit ± 5%; Reproduzierbarkeit ± 10% im höheren
und ± 20% im niederen Konzentrationsbereich. Die Verwendung von vorzugsweise mit 131J-markiertem Hormon gleichbleibend
hoher spezifischer Aktivität ist für die Reproduzierbarkeit der Bestimmungsmethode von großer Bedeutung.
Bei 60% eines Normalkollektivs von 30 Personen und den meisten der 10 hyperthyreoten Patienten lagen die TSH-Spiegel im Plasma
nach Abzug des „virtuellen" Wertes eines Hypophysektomierten-Plasmas unter der methodischen Erfaßbarkeit. Bei 25 primär hypo-
thyreoten Patienten wurden TSH-Spiegel von 12—600 yuU/m/ gemessen.
Zu einer Mitreaktion von zwei LH-Präparationen (NIH; Firma Calbiochem), HCG und 2-IRP-HMG im H-TSH-System (NIH) kam es
im wesentlichen nur nach dem Grad ihrer Verunreinigung durch H-TSH. Dagegen bestand eine ausgeprägte Kreuzimmunität zwischen
den geprüften TSH-Präparationen und LH im radioimmunologischen LH-System (H-LH: NIH) unter Verwendung zweier verschiedener
Antiseren (NIH; Firma Calbiochem).
Studies on the radioimmunochemical determination of human thyroid stimulating hormone (H-TSH)
The radioimmunochemical determination of TSH was studied.in different systems and with several preparations of hormone and antibody.
Thyroid stimulating hormone (plasma; human thyrotropin Research Standard A) could not be detected with the aid of an heterologous
bovine-TSH system (high purity B-TSH and B-TSH antisera prepared in the laboratory). On the other hand, using different H-TSH
preparations (hypothyreotic plasma; TSH preparations from NIH and from Calbiochem; human thyrotropin Research Standard A),
H-TSH (but not B-TSH) could be determined with homologous systems (NIH; Calbiochem): Sensitivity 1.5—2 ^ U/m/plasma; accuracy
± 5%; reproducibility ± 10% in the upper concentration range and dz 20% in the lower concentration range. The preferential use of
constant high specific activity hormone labelled with 1S1I is very important for the reproducibility of the determination method.
In 60% of a normal collective of 30 persons and in the majority of 10 hyperthyreotic patients, the TSH level in the plasma, after sub-
traction of the "virtual" value of an hypophysectomised plasma, was below the limits of detection by the method. In 25 primary hypo-
thyroid patients, a TSH level of 1.2—600 / / was found.
The reaction of two LH-preparations (NIH; Calbiochem), HCG and 2-IRP-HMG in the H-TSH system (NIH) depended essentially on
the degree of their contamination with H-TSH. On the other hand, there was a marked cross reaction between the tested TSH preparations
and LH in the radioimmunological LH-system (H-LH from NIH), using two different antisera (NIH; Calbiochem).
Die bisher angegebenen biologischen Methoden zur körpern Verwendung fand. Zur gleichen Zeit publizier-
Bestimmung von H-TSH2) im Plasma (Übersichten l, 2) ten LEMARCHAND-BERAUD und VANOTTI (6) eine'Be-
sind für den Nachweis normaler oder erniedrigter Hör- Stimmungsmethode für H-TSH unter Einsatz von mar-
monspiegel, bis auf die in. vitro^Methode von KIRKHAM kiertem bovinen TSH (B-TSH) und B-TSH-Antikör-
(3), zu unempfindlich. Ihre Einsatzfähigkeit wird darüber pern. Sie postulierten damit im Gegensatz zu UTIGER
hinaus durch den großen methodischen Aufwand, die und Mitarbeitern (4) eine Kreuzimmunität zwischen
erhebliche Streubreite und die Beeinflussung durch un- H-TSH und B-TSH. FREYCHET und Mitarbeitern (7)
spezifische Faktoren weiter eingeschränkt. UTIGER (4) wiederum gelang die Bestimmung von H-TSH mit
und ODELL (5) beschrieben erstmals eine radioimmun- Antikörpern gegen Schweine-TSH (P-TSH). Ferner
chemische Nachweismethode für H-TSH, wobei eine fanden sie bei Verwendung eines speziellen P-TSH-
hochgereinigte H-TSH-Präparation sowohl für die Antiserums eine — allerdings unvollständige — Ver-
Radiojodmarkierung als auch zur Erzeugung von Anti- drängung von markiertem B-TSH durch H-TSH. Im
- „homologen" H-TSH-System (markiertes H-TSH, H-
*) Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft, TSH-Antikörper) konnten auch hohe Dosen von B-TSH
Bad Godesberg. und P-TSH markiertes H-TSH nicht aus seiner spezi-
*) Abkürzungen: H-TSH = Menschliches, B-TSH = Rinder-,
 fischen Bindung verdrängen. Auch ODELL und Mit-
P-TSH = Schweine-Thyreotropes-Hormon; H-LH = Mensch- - .
 0 .°. . ,.° c . . „
liches luteinisierendes Hormon; HCG = Menschliches Chorion- arbelter (8) erzielten in diesem System keine Hemmung
gonadotropin. durch TSH von Rindern, Vögeln oder Mäusen. Es ist
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also noch nicht endgültig geklärt, ob und inwieweit sich
„heterologe" Systeme zum radioimmunchemischen
Nachweis von H-TSH eignen.
Obwohl zur Zeit zwei homologe H-TSH-Systeme hier-
für zur Verfügung stehen und erste Erfahrungen
mehrerer Arbeitsgruppen mit einem von ihnen vor-
liegen, bereitet der Vergleich der Ergebnisse wegen der
noch nicht ausreichend standardisierten Technik und
der noch nicht genügend geklärten Frage ihrer Sensibili-
tät Schwierigkeiten. Im nachfolgenden Bericht wollen
wir auf Grund unserer Erfahrungen mit der radio-
immunchemischen Bestimmung von H-TSH zu folgen-
den Punkten Stellung nehmen:
1. Methodik (heterologes und homologes System),
2. Eignung eines heterologen Systems (B-TSH),
3. Vergleich verschiedener H-TSH- und H-LH-Präpa-
rationen im Hinblick auf ihre Kreuzimmunität unter
Verwendung der zur Verfügung stehenden Anti-
körper,




B-TSH: Gereinigte Thytropar (s. u.) der Armour Pharmaceutical
Comp., USA.
H-TSH: Präparationen des National Institute of Health (NIH),
Bethesda, USA, sowie der Firma Calbiochem, Los Angeles, USA
(Lot No. 079506). .
H-LH: Präparationen des NIH (LER 960) sowie der Firma
Calbiochem (Lot No. 079503).
Standard-Präparationen des National Institute for Medical Re-
search (NIMR), London, England:
Thyrotropin, Bovine, for Bioassay,
The Human Thyrotropin Research Standard A,
Human Menopausal Gonadotrophins, Urinary, for Bioassay
(2-IRP-HMG),
Growth Hormone, Human, for Immunoassay.
Antikörper
Gegen Hormone:
B-TSH: Gewinnung s. u.
H-TSH: Präparationen des NIH (Kaninchen) sowie der Firma
Calbiochem (Lot No. 079507; Kaninchen).
H-LH: Präparationen des NIH (HCG-Antiserum; Kaninchen)
sowie der Firma Calbiochem (Lot No. 079504; Kaninchen).
Gegen y-Globuline (Doppelantikörper):
Präparationen der Firma Sylvana Comp., Millburn, USA:
Anti-Kaninchen-Globulinserum (Kat. Nr. 20—264; Schaf),
Anti-Meerschweinchen-Globulinserum (Kat. Nr. 20—238; Ka-
ninchen).
HCG der Firma Organon (2580 lU/mg).
Radiojod %ur Eiweißmarkierung
m j. Firma Hoechst, Deutschland (J 1006, spezifische Aktivität
20—25 C/mg),
Radiochemical Centre, Amersham, England (IBS 3; spezifische
Aktivität 6—20 C/mg).
125J: Radiochemical Centre, Amersham, England (IMS £; spezi-
fische Aktivität A—12 C/mg),
NEN Chemicals GmbH, Boston, USA (keine Angaben zur
spezifischen Aktivität).
Puffer .
1 — 0,5M Phosphatpuffer pH 7,5.
II — , Phosphatpuffer + 0,15M NaCl pH 7,8.
— Puffer II + 0,5% Rinder-Serumalbumin der Firma Behring-
werke, Deutschland.
Alle Pufferlösungen wurden wöchentlich frisch angesetzt.
Aufbewahrung
In Puffern verdünnte und in kleine 'Portionen aufgeteilte Stan-
dards, hochgereinigte Hormonpräparationen und spezifische
Antiseren bei —80°; Antigammaglobulin-Seren sowie Patienten-
Plasmen bei —20°. Mehrfaches Auftauen und Wiedereinfrieren
wurde vermieden.
Reinigung von kommerziellem B-TSH *
B-TSH (Thytropar) wurde über eine CM 52-Säule (Whatman)
durch Gradientenelution gereinigt (0,01 Phosphatpuffer pH 6,25/
IM NaCl; modifiziert nach CONDLIFFE und Mitarbeitern (9)),
wobei sich zwei proteinhaltige Fraktionen trennen ließen. Die
biologische TSH-Aktivität (McKENziE-Test (10)) der Zweiten
Fraktion betrug pro Gewichtseinheit Protein etwa das 5 fache der
ersten. Nach Dialysieren und Lyophilisieren wurde Fraktion
durch Celluloseacetatfolien- und Diskelektrpphorese auf ihre '
Homogenität geprüft. Mit beiden Verfahren konnte nur eine
Eiweißbande dargestellt werden, im Gegensatz zu vier oder fünf
Banden bei elektrophoretischer Trennung von ungereinigtem
Thytropar. Die lyophilisierte Fraktion II ließ sich vollständig in
Phosphatpuffer pH 7,8 lösen.
Gewinnung von Antikörpern gegen B-TSH
Fünf weibliche, etwa 400 g schwere, genetisch differente Meer-
schweinchen wurden in 14tägigen Abständen durch wiederholte
Injektionen einer wäßr. Lösung von je 1,5 IU B-TSH (Thytropar)
zusammen mit FREUND'schem kompletten Adjuvans (Wasser-in-
Öl-Emulsion) in die Pfoten und s. c. immunisiert.
Nach sieben Injektionen wurde in oberflächlicher Äthernarkose
durch Herzpunktion Blut entnommen und das abgetrennte Serum,
mit albuminhaltigem Phosphatpuffer verdünnt, in kleineren
Portionen eingefroren.
Bei allen immunisierten Meerschweinchen konnten Antikörper
gegen B-TSH immunelektrophoretisch, durch Neutralisation der
biologischen Aktivität irn McKENZiE-Test sowie durch Bindung
von markiertem B^TSH an Serumverdünnungen nächgewiesen
werden (11).
Markierung der Hormonpräparationen
B-TSH (gereinigtes Thytropar), H-TSH (NIH bzw. Calbiochem)
und L-LH (LER 960) wurden nach GREENWOOD und HUNTER (12)
in folgender Weise markiert:
In ein kleines, chemisch reines Plastik-Röhrchen wurden bei
Raumtemperatur nacheinander unter ständigem Schütteln mit
Konstriktions-Pipetten eingebracht :
2 mC 131J oder125 J (10—50 )
Puffer 1(20—50 /).
B-TSH, H-TSH oder H-LH, 5 % gelöst in Puffer II (10—25 )
Chloramin T, 25 /*g, gelöst in Puffer II (10 /).
Nach einer Reaktionszeit von etwa 30 Sek. Zugabe von 62,5 %
Natriumsulfit, gelöst iri 100 Puffer . Die Trennung des mar-
kierten Hormons von überschüssigem Jodid und Oxydations-
bzw. Reduktionsmittel erfolgte unmittelbar danach über eine
kleine Sephadex-Säule (Sephadex-G 50 oder G 75 0,5 X 10cm;
äquilibriert mit Puffer U, abgesättigt mit l m/ 2proz. Rinder-
Serumalbumin-Lösung; Elution mit Puffer ) in Fraktionen zu
0,5m/, gesammelt über 100 2proz. Rinder-Serumalbumin-
Lösung. Radioaktivitätsmessung der Fraktionen unter gleich-
bleibenden geometrischen Bedingungen über einem Bohrloch-
detektor mit Impulshöhenanalysator. Prüfung der Gipfelfraktionen
des ersten „Proteingipfels" auf radioaktive Degradationsprodukte
durch Papierelektrophorese (Whatman 3 MM, Veronal-Puffer,
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pH 8,6, 0,5 mA/cm Papierbreite, l Std. Laufzeit bei + 4° (13)).
Hierbei bleibt das markierte Hormon an der Aufträgsstelle (Ka-
thode) liegen, markierte Degradationsprodukte wandern nur
wenig, freies Radiojodid findet sich weit anodenwärts. Aufbe-
wahrung der reinsten Fraktion bei + 4° nach Verdünnung mit
Puffer . In orientierenden Versuchen erfolgte eine Nach-
reinigung von 0,5 m/ der Gipfelfraktion nach lOminütiger In-
kubation mit 0,5 ml Hypophysektomierten-Plasma bei + 4°
(Sephadex-G 100-Säule, 0,9 X 45 cm; Aquilibrierung und Elution
mit Puffer II). Ursprünglich bestimmten wir die spezifische Ak-
tivität des markierten Hormons durch Fällung einer verdünnten
Probe des Markierungsansatzes vor Säulentrennung mit lOproz.
Trichloressigsäure und anschließendem Vergleich der Radio-
aktivität der Fällung mit einem Radiojodstandard bekannter
Aktivität. Da nach Vorversuchen immer die gleichen Radio-
aktivitäts- und Hormonmengen (2 mC, 5 /ig) eingesetzt wurden,
konnte die Qualität der Markierungen auch über den Prozentsatz
der eiweißgebundenen Radioaktivität („Trichloressigsäure-Fak-
tor") dkekt miteinander verglichen werden.
Mit 131J-markierten Hormonpräparaten wurde nur in den ersten
3 Tagen, mit 125J-markierten nicht länger als eine Woche nach
Markierung gearbeitet.
und Durchführung der radioimmunchemischen Reaktion und
Trennung der Reaktionsprodukte
Bei Durchführung der radioimmunchemischen Reaktion folgten
wir, mit einigen Modifikationen, den Angaben von ODELL (14),
des NIH (15) und LEMAR.CHAND-JBERAUD (6). Alle Reagenzien,
gelöst bzw. verdünnt in Puffer , wurden mit automatischen
Pipetten (Mikropipetten Marburg, Firma Eppendorf) in ver-
schließbare konische Plastikröhrchen (Reaktionsgefäße 3810,
Firma Eppendorf) pipettiert (Pipettierfehler ± 1%). Die Zugabe
von EDTA ( , ) sollte, ebenso wie der Einsatz von Plasma
anstatt Serum, durch Inaktivierung von Komplement bzw.
Komplement-Faktoren eine eventuelle Hemmung der Doppel-
antikörper-Reaktion verhindern (16). Zum H-TSH-System wurden
pro Ansatz 10 IU HCG hinzugefügt, um gonadotropinbindende
Valenzen am H-TSH-Antikörper abzusättigen. Bei einigen Ver-
suchen wurden den Ansätzen der Standardkurve entsprechende
Mengen Hypophysektomierten-Plasma zugegeben, um hinsicht-
lich der Eiweißkonzentration vergleichbare Bedingungen mit den
Plasmaansätzen zu schaffen.
In Vorversuchen wurde die Verdünnung des Antikörpers er-
mittelt, bei der in Abwesenheit unmarkierten Antigens 40 — 60%
des radioaktiven Hormons gebunden wurden. Nach Errechnung
der spezifischen Aktivität des markierten Hormons wurden
0,05—0,15 ng desselben, entsprechend l X 10* bis 2 10* Imp./
Min. in unserer Meßanordnung, pro Ansatz eingegeben (Tab. 1).
Nach Stägiger Aquilibrierung bei + 4° wurde das antikörper-
gebundene vom freien Hormon durch Zugabe eines gegen den
Antikörper gerichteten, präzipitierenden „Doppelantikörpers"
(Antiglobulinserum) im Überschuß abgetrennt (17). Nach an-
fänglichen Versuchen mit Membranfiltern (Millipore HAWE
02500, 25 ea, HA 0,45 ^ m; Sartorius SM 11306) sowie Ionen-
austauschern (Amberlite) isolierten wir schließlich den Doppel-
antikörperkomplex durch Zentrifugieren (15000^, 3 Min.) und
bestimmten die Radiojodaktivität des Präzipitates direkt im
Reaktionsgefäß nach Absaugen des Uberstandes in einem auto-
matischen Probenwechsler mit Impulshöhenanalyse (Meßfehler
< 1>5%)· Um ein gut sichtbares Präzipitat zu erhalten, wurden
gleichzeitig mit dem Doppelantikörper 20 / 1:40 verdünntes
Serum von unbehandelten Meerschweinchen bzw. Kaninchen in
die Ansätze pipettiert.
Neben einer Standard-Kurve (logarithmische Verdünnung einer
TSH-Standard-Präparation) wurden in jeder Versuchsserie fol-
gende Kontrollen mitbestimmt:
A. Eine Probe, welche nur Antikörper und markiertes Hormon
enthielt, zur Kennzeichnung des unteren Grenzwertes der Be-
stimmungsmethode und der Antikörper-Bindung des markierten
Hormons (Angabe in % der Probe C);
B. eine Probe, die anstelle des spezifischen Antikörpers das Serum
eines nicht immunisierten Meerschweinchens bzw. Kaninchens
in gleicher Verdünnung enthielt, zur Feststellung der unspezi-
fischen Bindung des markierten Hormons oder radioaktiver
Degradationsprodukte an Eiweißkörper im Versuchsansatz. Die
Impulsrate dieser Probe wurde später von allen Einzelwerten
subtrahiert;
C. eine Probe, die lediglich markiertes Hormon enthielt und als
Hundertprozent-Wert eingesetzt wurde;
D. eine Probe mit Hypophysektomierten-Plasma;
E. eine Probe mittleren TSH-Gehaltes (Pool-Plasma), um einen
Vergleich der Ergebnisse verschiedener Versuchsserien (Repro-
duzierbarkeit) zu ermöglichen.
Sämtliche Proben (Standard-Kurve, Kontrollen, Patienten-Plasma)
wurden 3 fach angesetzt.
Statistische Berechnungen
Für eine Reihe von Standard-Kurven wurden im halblogarith-
mischen System Regressionsgeraden berechnet. Als Maßstab für
ihre Qualität dienten der Präzisionsindex (18), definiert als
Quotient aus der Standardabweichung (s) (Streuung des Einzel-
wertes um die Regressionsgerade) und dem Regressionskoeffi-
zienten (b), sowie der Korrektionskoeffizient (r).
Ergebnisse
Das pH-Optimum der Oxydationsreaktion von Radio-
jodid mit Chloramin T liegt bei pH 7,5 (19). Kommer-
zielles Radiojod zur Eiweißmarkierung wird in wech-
selnden Volumina NaOH (etwa 0,01 N) mit einem pH
von 8—10 geliefert. Die eingesetzte Menge des Puffer I
muß deshalb jeweils variiert werden. Da wegen des
kleinen Reaktionsvolumens (um 50 ) direkte pH-
Tab. l
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3 10-«— 4 10-*(Meerschweinchen)
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Anti-Kaninchen-
Globulinserum
24 Stdn. bei + 4°
Zentrifugation
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Tab. 2
Einfluß des Phosphatpuffer-Volumens (pH 7,5; O,ÖM) im Markierungs-






















Messungen schwer möglich sind, setzten wir Puffer
und Radioaktivität immer im Volumenverhältnis 5:3
ein. Das Beispiel in Tabelle 2 zeigt unter Verwen-
dung derselben 131J-Charge die Wichtigkeit dieses
Vorgehens. Bei der papierelektrophoretischen Über-
prüfung der Fraktionen des ersten „Proteingipfels"
nach säulenchromatographischer Auftrennung konnten
in der radioaktivsten Probe bei guter Markierung (Tri-
chloressigsäure-Faktor > 70%) weniger als 5% radio-
aktive Degradationsprodukte bzw. freies Radiojodid
nachgewiesen werden. Entsprechend waren 97% der
Radioaktivität dieser Probe mit lOproz. Trichloressig-
säure fällbar, d. h. eiweißgebunden.
Eine zusätzliche Reinigung der Gipfelfraktion (H-TSH)
über Sephädex-G 100, wie von MELANI und Mitarbei-
tern (20) für Wachstumshormon vorgeschlagen, brachte
keine entscheidende Verbesserung der Statistik der Stan-
dardkurven (vor Reinigung: s = 52 Imp./Min.; b =
196 Imp./Min.; = 0,26; r = 0,987; nach Reinigung:
s = 42 Imp./Min.; b = 200 Imp./Min.; = 0,21; r =
0,992).
Trotz weitgehender Standardisierung des Markierungs-
prozesses wurden erhebliche Schwankungen des Tri-
chloressigsäure-Faktors als Parameter der spezifischen
Aktivität beobachtet (Tabelle 3). Bei Einsatz von 2 mC
131J und 5 //g Hormon entspricht ein Trichloressigsäure-
Tab. 3
Trichloressigsäure-Faktor als Ausdruck der spezifischen Aktivität bei


































Faktor von 70% etwa einer spezifischen Aktivität von
280 mC/mg. Mit 125J erreichten wir b.ei B-TSH spezi-
fische Aktivitäten um 110 mC/mg und bei H-TSH um
140 mC/mg, mit 131J um 150 mC/mg bzw. um 280 mC/mg.
Reaktionsansat^ und Trennung der Reaktionsprodukte
Je nach Verdünnung des Antikörpers (s. Tab. 1) wurden
in Abwesenheit von unmarkiertem Antigen 40—60%
des eingesetzten radioaktiven Hormons gebunden (Kon-
trolle A in % von Kontrolle C). Dabei war die Bin-
dungsfähigkeit des Antikörpers bei gleicher Verdün-
nung für 125J-markiertes H-TSH oder B-TSH um
10—20% geringer als für 131J-markiertes TSH. Die
„unspezifische Bindung" des 131J-markierten H-TSH
bzw. radioaktiver Degradationsprodukte an Eiweiß-
körper betrug 2—5% '(Kontrolle B in % von Kontrolle
A). Dieser Prozentsatz zeigte keine Abhängigkeit vom
Trichloressigsäure-Faktor. Er erhöhte sich maximal um
1,5% bei Verwendung der *31J-H-TSH-Markierung in-
nerhalb der ersten 3 Tage.
Wurde den Ansätzen der Standardkurve (H-TSH)
0,3 m/ Hypophysektomierten-Plasma zugefügt, lag die
Antikörper-Bindung von 131J-H-TSH gegenüber den
nur mit Puffer III angesetzten Standardkurven um 10
bis 15% niedriger. Folglich wurden auch niedrigere
TSH-Werte in Patienten-Plasmen von diesen Kurven
abgelesen. Ein statistischer Vergleich- der Standard-
kurven ergab jedoch weder für ihre Regressionskoeffi-
zienten noch für ihre Varianz signifikante Unterschiede
(Puffer: s = 52 Imp./Min.; b == 196 Imp./Min.; =
0,26; r = 0,987. Plasma: s = 38 Imp./Min.; b = 199
Imp./Min.; = 0,19; r = 0,993). Auch der Prozentsatz
der unspezifischen Bindung (Kontrolle B) war bei bei-
den Verfahren identisch.
Durch 24stdg. Inkubation von Antikörpern und Stan-
dardverdünnung bzw. Patienten-Plasma vor Zugabe
des markierten TSH (nicht äquilibriertes System;
Methode C nach HALES und RÄNDLE (17)) ließ sich die
Empfindlichkeit des H-TSH-Systems nicht steigern.
Wurde das nicht äquilibrierte System vor Zugabe von
131J-markiertem H-TSH 6 Stdn. und dann noch bis zum
Hinzufügen des Doppelantikörpers weitere 20 Stdn. bei
+37° inkubiert (21), nahmen die Antikörper-Bindung
von markiertem TSH sowie die Steilheit der Standard-
kurve deutlich ab, die unspezifische Bindung (Kon-
trolle B) und die Streuung der Einzelwerte hingegen zu.
Orientierende Versuche mit der Adsorption von B-TSH-
Antikörpern an unlösliche Polymere (Tetrafluoräthylen-
Scheibchen (22)) wurden wegen stark streuender Einzel-
werte und des relativ hohen Antikörper-Verbrauches
verlassen.
Eine ausreichende Trennung des antikörpergebundenen
vom freien Hormon durch Amberlite (bei niedermole-
kularen Proteohormonen erfolgreich angewandt) gelang
im B-TSH-System nicht. Die Isolierung des Doppel-
antikörper-Komplexes erfolgte durch Zentrifugation,
nachdem bei der Membranfiltration eine größere Streu-
ung der Einzelwerte, abhängig von der jeweils benutzten
Membranfilter-Charge, beobachtet wurde und- dieses
Verfahren auch zeitraubender ist.
Spe^ifität
Unsere Untersuchungen zur Spezifität des B-TSH- und
H-TSH-Systems führten zu folgenden Ergebnissen:
1. Im B-TSH-System (B-TSH markiert mit 125J und
131J, B^TSH-Antikörper) erzielten wir reproduzier-
bare Standardkurven ( = 0,19; r = 0,991) über
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einen Bereich von 5,0—160 /JU (IS Thyrotrophin,
Bovine for Bioassay). Beim Einsatz von H-TSH als
Standard (The Human Thyrotropin Research Stan-
dard A) und aller B-TSH-Antiseren konnte auch in
höheren Dosisbereichen (bis 500 H-TSH) keine
ausreichende Verdrängung von markiertem B-TSH
beobachtet werden (s. auch (11))· In keinem Fall
konnten wir bei Verwendung des B-TSH-Systems
TSH-Spiegel im Plasma primär hypothyreoter Patien-
ten bestimmen.
2. Im H-TSH-System (H-TSH markiert mit 131J, H-
TSH-Antikörper; beides Präparationen des NIH und
in orientierenden Versuchen der Firma Calbiochem)
ergaben sich unter Verwendung des Human Thyro-
tropin Research Standard A, der hochreinen, üblicher-
weise zur Markierung benutzten H-TSH-Präpara-
tionen des NIH (10,4IU/mg) und der Firma Cal-
biochem (5—7IU/mg), sowie von Plasma-Verdün-
nungen primär hypothyreoter Patienten vergleich-
bare Standardkurven über einen Bereich von 0,78
bis 100 } (Human Thyrotropin Research Standard
A) bzw. 0,39—50 ng (NIH, Calbiochem)), wenn-
gleich ihre Steilheit Unterschiede aufwies (Abb. 1).
Ebenso wie ODELL und Mitarbeiter (8) konnten wir
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Standardkurven verschiedener H-TSH^Präparationen im H-TSH-
System (NIH)
• · Myxoedem-Plasma
• · Research Standard A(NIMR)
• · H-TSH (NIH)
· — · — * H-TSH (Calbiochem)
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Abb. 2
Das Verhalten verschiedener Gonadotropin-Präparationen im H-TSH-
System (NIH)
• · H-TSH (NIMR)
x x LER 907 (NIH)
2-IRP-HMG (NIMR)
• · H-LH (Calbiochem)
x H-LH (NIH)
x x HCG (Organon)
Antikörper (NIH) noch eine Verdrängung von markier-
tem H-TSH vom spezifischen Antikörper durch B-TSH
beobachten.
Zur Frage der Kreuzimmunität von H-TSH und H-LH
wurden im H-TSH-System (markiertes H-TSH und
Antiserum des NIH, ohne HCG-Zusate) das Verhalten
von vier Gonadotropin-Präparationen getestet (Abb. 2,
Tab. 4). LER 907, einheitsmäßig umgerechnet auf 2-
IRP-HMG, verdrängt — entsprechend seinem hohen
H-TSH-Gehalt (213 ^ U pro 128 mlU LH) — in aus-
geprägtem Maße markiertes H-TSH vom spezifischen
Antikörper. H-LH (Calbiochem) ist geringer durch
H-TSH verunreinigt (6 TSH pro 100 ng LH): Es
resultiert lediglich eine flache Kurve im H-TSH-System.
Eine andere H-LH-Präparation (NIH) enthält vergleichs-
weise mehr H-TSH (40/^U TSH pro 100 ng LH), was
sich auch deutlich im Kurvenverlauf zeigt. HCG und
2-IRP-HMG enthalten kein TSH; ihre Kreuzimmuni-
tät zum H-TSH-Antikörper (NIH) ist gering.
Beim Einsatz von Wachstumshormon (NIMR; bis 10 ng)
wurde keine Kreuzreaktion im H-TSH-System (NIH)
beobachtet:
Tab. 4
TSH- und LH-Gehalt verschiedener Hormonpräparationen (23, 24)
TSH-Gehalt in IU(biologisch getestet;
bezogen auf IRP Thyro-
trophin, Bovine, for
Bioassay; l IU = 13,5mg)




Research Standard A(NIMR; vorläufige Angabe
der TSH-Aktivität in U)
H-TSH (NIH)
H-TSH (Calbiochem)
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Im radioimmunchemischen H-LH-System (markiertes
H-LH (LER 960) des NIH; H-LH-Antikörper der
Firma Calbiochem (Endverdünnung 0,8 105)) reagie-
ren sowohl Human Thyrotropin Research" Standard A
mit hohem LH-Anteil (512 mlU LH pro 128 TSH)
als auch H-TSH (NIH) mit sehr geringem LH-Gehalt
(0,0165 mlU LH pro 100 ng TSH) stark mit dem LH-
Antikörper. Das gleiche ist zu beobachten, wenn man
anstelle des LH-Antikörpers (Calbiochem) einen HCG-
Antikörper (NIH; Endverdünnung l 105) verwen-
det. Dieses Verhalten spricht für eine Kreuzimmunität
zwischen H-LH und H-TSH beim Einsatz der beiden
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Abb. 3
Das Verhalten von zwei H-TSH-Präparationen im H-LH-System(H-LH: NIH; H-LH-Antiserum: Calbiochem)
. . Research Standard A (NIMR)
H-TSH (NIH)
. . LER 907 (NIH)
Empfindlichkeit^ Genauigkeit, Reproduzierbarkeit
Die Empfindlichkeit des H-TSH-Systems lag bei
0,5 \3 Human Thyrotropin Research Standard A bzw.
bei 1,5—2 ^ U/m/ Plasma.
Die Genauigkeit, bei wiederholter Bestimmung der
gleichen Probe im selben Versuchsansatz (Variations-
koeffizient), betrug ± 5%.
Die Reproduzierbarkeit, bei wiederholter Bestim-
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Abb. 4
Ergebnis wiederholter Bestimmungen des TS -Gehaltes der gleichen
Plasmaprobe unter Verwendung von «»J-H-TSH (NIH) verschiedener
spezifischer Aktivität (,,TCA"-Faktor)
ansätzen unter Verwendung von 131J-H-TSH-Markie-
jcungen vergleichbarer spezifischer Aktivität, betrug in
den niederen Konzentrationsbereichen (um 5/*U/m/)
± 20% und in den höheren (um ISO^U/m/) ± 10%.
Bei niedriger spezifischer Aktivität des markierten H-
TSH wurden höhere TSH-Spiegel in der Probe gemessen
(Abb. 4).
• »
Untersuchungen mit menschlichem Plasma (H-TSH-System)
Normalkollektiv: 32 schilddrüsengesunde Personen
(15 Frauen, 17 Männer) überwiegend im Alter zwischen
20 und 30 Jahren.
Die Plasmen wurden in einer Versuchsserie bestimmt.
Nach Abzug des Wertes für ein Hypophysektomierten-
Plasma lagen in 60% die Ergebnisse unter der metho-
dischen Erfaßbarkeit. Die restlichen Nortnalpersonen
hatten TSH-Plasmaspiegel bis 6 / /.
Hyperthyreote Patienten: Von 10 Patienten mit un-
behandelter Schilddrüsenüberfunktion wiesen nur drei
nach Abzug des Wertes für ein Hypophysektomier-
ten-Plasma einen meßbaren TSH-Plasmaspiegel auf,
ebenfalls bis maximal 6 ^ U/m/.
Hypothyreote Patienten: Bei 25 Patienten mit pri-
märer Schilddrüsenunterfunktion aller Schweregrade
und verschiedener Ätiologie (Thyreoiditis HASHIMOTO,
Jod-Fehlverwertung, Struma maligna nach Thyreoidek-
tomie, Hypothyreose nach Strumektomie, 131J-Therapie,
Überdosierung von Thyreostatika) fanden sich TSH-
Spiegel von 12—600 ^ eU/m/ Plasma.
Diskussion
Zur Durchführung radioimmunchemischer Hormonbe-
stimmungen sind folgende Voraussetzungen erforder-
lich:
1. Eine hochgereinigte Hormonpräparation, schonend
bis zu einer ausreichenden hohen spezifischen Akti-
vität markiert;
2. ein spezifischer oder kreuzimmuner Antikörper, der
noch in starker Verdünnung eine bevorzugte Affini-
tät zum Antigen (markierte Hormonpräparation,
Standard) zeigt;
3. eine Standardpräparation, die gegenüber dem Anti-
körper das gleiche Verhalten zeigt wie das markierte
Hormon.
Neben der Verwendung eines potenten Antikörpers ist
die Qualität des markierten Hormons für <Jie Empfind^
Uchkeit einer radioimmunologischen Methode und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von entscheidender
Bedeutung. Einer der Parameter für die Qualität der
Markierung ist die spezifische Aktivität, deren Berech-
nung nur approximativ möglich ist. Aus Vergleichs-
gründen sollte der Berechnungsmodus immer angegeben
werden. Die Messung der Trichloressigsäure-fällbaren
Radioaktivität im Markierungsansatz (Trichloressig-
säure-Faktor) stellt unseres Erachtens — bei immer
gleichbleibender Hormon- und Radiojodmenge — einen
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guten und einfach bestimmbaren Gradmesser für die je-
weilige spezifische Aktivität dar. Er gestattet keine
Aussage über eine eventuelle Alteration des markierten
Hormons durch Oxydations- bzw. Reduktionsmittel
oder Autoradiolyse. Erst die prozentuale Bindung an
den spezifiischen Antikörper kann darüber Aufschluß
geben — und auch das nur hinsichtlich der immuno-
logischen Intaktheit des Moleküls. Wir beobachteten
gelegentlich, trotz weitgehender Standardisierung des
Markierungsprozesses, erhebliche Schwankungen des
Trichloressigsäure-Faktors. Eine Erklärungsmöglich-
keit dafür wäre die bekannte Schwankung der „isotopic
abundance" von 131J zwischen 15 und 30%. Nach an-
fänglichen Versuchen mit 125J zur Markierung von
B-TSH und H-TSH beschränkten wir uns zuletzt trotz
mancherlei theoretischer Vorteile von 125J (fast lOOproz.
isotopic abundance, reine, niederenergetische y-Strah-
lung, längere physikalische Halbwertzeit, höhere Zähl-
ausbeute (19)) bei der H-TSH-Markierung auf den Ein-
satz von 131J wegen der damit erreichten höheren
spezifischen Aktivität und der Beobachtung, daß es zu-
mindest in den ersten 3 Tagen nach der Markierung zu
keiner wesentlichen Beeinträchtigung der Versuchser-
gebnisse durch vermehrten Anfall radioaktiver Degrada-
tionsprodukte kommt. Auch mußten wir, ebenso wie
andere Autoren (25), die Feststellung machen, daß aus
nicht überschaubaren Gründen (chemische Verunreini-
gungen der 125J-Charge?) gelegentlich bei 126J-Markie-
rungen keine ausreichende Eiweißbindung des Radio-
nuklids erreicht werden konnte (Trichloressigsäure-
Faktor unter 30%). Eine zusätzliche Chromatographie
von 131J-H-TSH über Sephadex-G-100 direkt im An-
schluß an die Auftrennung über Sephadex-G-75 bringt
keine Erhöhung der prozentualen Bindung des mar-
kierten Hormons an den Antikörper. Auch die mit
131J-H-TSH-Präparationen vor und nach weiterer Reini-
gung hergestellten Standardkürven unterschieden sich
statistisch nicht voneinander.
Während in unserem B-TSH-System bovines TSH bis
zu einer Empfindlichkeit von 5 nachgewiesen wer-
den, konnte, zeigten Human Thyrotropin Research
Standard A und Plasmen primär hypothyreoter Patien-
ten keine Affinität zum verwendeten B-TSH-Antikör-
per. Wir konnten damit die Beobachtungen von UTIGER
und Mitarbeitern (4) bestätigen, wobei allerdings zu
berücksichtigen ist, daß wir nur fünf Antiseren eigener
Herstellung zur Verfügung hatten. SHOME und Mit-
arbeiter (26, 27) konnten durch differenzierte immuno-
logische Untersuchungen ein sehr ähnliches Verhalten
von H-TSH und denaturiertem B-TSH gegenüber B-
TSH-Antiseren feststellen. Auch fanden sie, daß die ver-
wendeten H-TSH-Antiseren komplett die biologische
Aktivität von B-TSH neutralisierten.
Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen
Arbeitsgruppen hinsichtlich der Kreuzimmunität von
B-TSH und H-TSH sind am ehesten auf die Verwendung
qualitativ verschiedener Antiseren, bedingt durch Im-
munisierungs-Modus, genetische Vielfalt des immuni-
sierten Tiermaterials usw., zurückzuführen. . Ähnliche
Beobachtungen wurden auch bei der radioimmunolo-
gischen Bestimmung von menschlichem Parathormon
mit Antikörpern gegen bovines Nebenschilddrüsen-
hormon (28) und bei der Erzeugung spezifischer Anti-
körper gegen FSH und LH (29) gemacht. Auf jeden
Fall sind schon aus Vergleichsgründen spezifische Anti-
körper der Ausnutzung einer Kreuzimmunität bei radio-
immunologischen Bestimmungen vorzuziehen. TSH be-
steht aus einer Polypeptid-Kette, während zwei solcher
Ketten (C I, CII) das LH-Molekül bilden. Die Amino-
säurezusammensetzung der CI-Kette von LH ähnelt
sehr der von TSH. Immunologische Studien zeigten,
daß Antiseren gegen CI mit LH und TSH kreuz-
reagieren, während nur eine geringe Kreuzimmunität
zwischen dem intakten LH-Molekül und TSH existiert
(30). Entsprechend fanden wir im H-TSH-System nur
eine geringe, offenbar vom Grad der Verunreinigung
durch TSH abhängige Reaktion der H-LH-Präpara-
tionen (NIH, Calbiochem) mit dem spezifischen H-TSH-
Antikörper (NIH). HCG und 2-IRP-HMG zeigten nur
eine ganz geringe Kreuzimmunität in höheren Dosis-
bereichen. Die Zugabe von HCG (lOIU/Probe) zum
Reaktionsansatz zur Abbindung gonadotropinaffiner
Valenzen des Antikörpers ist folglich beim verwendeten
H-TSH-Antiserum des NIH wegen der nur geringen
Kreuzimmunität zu den geprüften Gonadotropinen (FSH
verhält sich ähnlich wie LH (31)) nicht unbedingt er-
forderlich. Denn unter physiologischen und patholo-
gischen Bedingungen (Gonadotropin-Spitzen in Cyclus-
mitte, Menopause; hypergonadotroper Hypogonadis-
mus) werden selten LH und FSH-Spiegel über 100 mlU
2-IRP-HMG gemessen (31). So ergaben sich nach
unseren Untersuchungen bei euthyreoten Patientinnen
in der Menopause im H-TSH-System ohne HCG-Zu-
satz auch keine über dem Normbereich liegende TSH-
Spiegel. Ferner unterscheiden sich Standardkuryen
(Human Thyrotropin Research Standard A), welche von
uns im H-TSH-System mit (10 IU, 100 IU) und ohne
HCG-Zusatz gewonnen wurden, hinsichtlich Verlauf
und Empfindlichkeit nur unwesentlich voneinander.
Andere Arbeitsgruppen (32, 33) berichteten allerdings
über gegenteilige Erfahrungen. Unterschiede in der
Qualität des verwendeten HCG-Präparates könnten hier-
bei eine Rolle spielen. Dagegen reagierten im homo-
logen und heterologen H-LH-System (H-LH und HCG-
Antikörper des NIH bzw. H-LH-Antikörper der Firma
Calbiochem) TSH-Präparationen mit hohem und niedri-
gem H-LH-Gehalt gleichermaßen stark mit den beiden
Antiseren, was für eine Kreuzimmunität von H-LH und
H-TSH gegenüber diesen Antikörpern spricht. Es ist
also ohne Neutralisation der TSH-bindenden Antikör-
per-Valenzen nicht möglich, mit den genannten H-LH-
Systemen luteotropes Hormon bei primär hypothyreoten
Patienten zu bestimmen, ohne TSH mit zu erfassen.
Im Gegensatz zu LEMARCHAND-BERAUD (32) konnten
wir keine Reaktion von Wachstumshormon (bis zu
lOng/Ansatz) im H-TSH-System (NIH) feststellen.
Allerdings verwendeten wir eine andere Wachstums-
hormon-Präparation.
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Die uns zugänglichen drei H-TSH-Präparationen (Hu-
man Thyrotropin Research Standard A, H-TSH des
NIH und der Firma Calbiochem) sind zur Erstellung
von Standardkurven gut geeignet, ebenso wie der
Hypophysenextrakt LER 907 (NIH). Bei unserer Ver-
suchanordnung ist ein genauer gewichts- oder einheits-
mäßiger Vergleich der einzelnen Präparationen unter-
einander nicht möglich.
Wir stellten Untersuchungen zu der Frage an, ob es not-
wendig ist, den Ansätzen der Standardkurve antigen-
freies Plasma (Hypophysektomierten-Plasma) in ent-
sprechender Menge hinzuzufügen, um die Bedingungen
der Patienten-Plasma-Proben zu simulieren. Von eini-
gen Autoren (34) wird eine solche Maßnahme gefor-
dert, um zumal im Doppelantikörpersystem nicht näher
definierte Fehlermöglichkeiten zu vermeiden. Wir
fanden eine etwa 20proz. Abnahme der Antikörper-
bindung von 131J-H-TSH, was zu niedrigeren Ablesun-
gen der Plasmawerte führt, ohne daß der Prozentsatz
der unspezifischen Bindung (Kontrolle B) zunahm oder
sich der Präzisionsindex der Standardkurven verbesser-
te. Subtrahiert man im wichtigen niedrigen Meßbereich
(bis etwa 20 / ) von den an einer „Puffer"-Stan-
dardkurve abgelesenen Plasmaspiegeln den virtuellen
Meßwert eines mitbestimmten Hypophysektomierten-
Plasmas, so kommt man etwa zu den gleichen Ergebnis-
sen. Bei höheren TSH-Spiegeln fällt diese Differenz
kaum ins Gewicht. Wir verzichteten folglich auf einen
routinemäßigen Zusatz von TSH-freiem Plasma zu den
Ansätzen der Standardkurven. Der Präzisionsindex
( - als Kriterium für die Qualität von Standardkurven
läßt sich für die von uns verwendeten TSH-Systeme nur
bedingt anwenden, da die Standardkurven auch im
halblogarithmischen System streng genommen einen
s-förmigen Verlauf aufweisen. Aus diesem Grunde liegt
bei den von uns errechneten Regressionsgeraden trotz
hohem Korrelationskoeffizienten (r > 0,95) oberhalb
des für radioimmunologische Methoden festgelegten
Grenzwertes von 0,1.
Eines der schwierigsten Probleme bei der radioimmuno-
logischen H-TSH-Bestimmung ist die Festlegung des
Normalbereiches, da die untere Empfindlichkeitsgrenze
der Methode bei Einsatz der zur Verfügung stehenden
Antiseren (NIH; Calbiochem), im Bereich des TSH-
Gehaltes schilddrüsengesunder Kontrollpersonen liegt.
Hinzu kommt, daß in Abhängigkeit von der spezifi-
schen Aktivität des markierten Hormones die TSH-
Werte zum Teil erheblich schwanken (Markierungen
mit einem Trichloressigsäure-Faktor unter 60% sollten
nicht verwendet werden!) und der Variationskoeffizient
auch unter Verwendung von Markierungen ähnlicher
spezifischer Aktivität bei wiederholter Bestimmung der
gleichen Probe in verschiedenen Versuchsansätzen ge-
fade im niederen Konzentrationsbereich 20% beträgt.
Bei 60% der von uns untersuchten Kontrollpersonen
lagen die TSH-Spiegel, unabhängig vom Geschlecht,
nach Abzug des Hypophysektomierten-Wertes unter
der methodischen Erfaßbarkeit. Andere Arbeitsgruppen
(35, 36) konnten bei 80—90% ihres euthyreoten Kollek-
tivs ohne Anreicherung TSH nachweisen. Unser Nor-
malbereich umfaßt unter diesen strengen Maßstäben
2—6 ^U/m/; ODELL und Mitarbeiter (14) geben 2,8—9
/mi an. Über den Plasma-TSH-Gehalt bei Patienten
mit unbehandelter Schilddrüsenüberfunktion ist wahr-
scheinlich mit den von uns verwendeten Präparationen
und der beschriebenen Methodik keine sichere Aussage
möglich. Hiermit in Übereinstimmung stehen die Er-
gebnisse anderer Untersucher (5, 8, 14, 37), daß sowohl
radioimmunologisch als auch im biologischen Test
nach Anreicherung die TSH-Werte im Serum unbehan-
delter Hyperthyreosen wesentlich niedriger sind als bei
euthyreoten Patienten.
Somit erscheint selbst die rädioimmunchemische Be-
stimmungsmethode von H-TSH im homologen System
für normale und erniedrigte TSH-Spiegel, in denen eine
besondere klinische Relevanz der H-TSH-Bestimmung
im Plasma liegt, noch nicht ausreichend empfindlich.
Wir sind Herrn Dr. W. R. BATES, National Pituitary Agency and
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Arthritis and Metabolic Diseases, Bethesda, Mass., USA., und
Herrn Dr. R. BANGHAM, National Institute for Medical Research,
London, für die freundliche Überlassung von spezifischen Anti-
seren, hochgereinigten Hormopräparationen und Standards sehr
verbunden.
Fräulein U. WARNECKE, Frau R. LANGER und Fräulein M. Huss-
MANN danken wir für ihre wertvolle technische Assistenz.
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